Российской академии наук Реферат Цель. Исследование направлено на изучение нарушений сократимости и рецепторных механизмов адре-нергической регуляции инотропной функции миокарда в модели болезни Альцгеймера на трансгенных мышах.
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Aim. Study is aimed to investigate contractility impairments and receptor mechanisms of adrenergic regulation of myocardium inotropic function in Alzheimer's disease model on transgenic mice.
Methods. Experiments were performed on isolated preparations of atria and ventricles myocardium of mice. Transgenic mice of B6C3-Tg(APP695)85Dbo Tg(PSENI)85Dbo genotype were used as animal model of Alzheimer's disease. Contractile responses of myocardium were registered by conventional myographic technique in isometric conditions. To evaluate the expression of adrenergic receptors, immunofluorescence staining of myocardium with specific antibodies was performed.
Results. Transgenic mice showed not only a decreased effect of norepinephrine on myocardium inotropic function but also the inversion of the effect of norepinephrine -the use of 10 -5 -10 -4 M of norepinephrine decreased myocardium inotropic function. Immunofluorescent staining showed decrease of expression of β 1 -and especially β 2 -adrenergic receptors ventricular myocardium of transgenic mice comparing to wild type mice. Adrenergic deregulation was registered in ventricles, but not in atria. The features of adrenergic regulatory mechanisms of myocardial contractility in transgenic APP/PS1 mice aged 8-10 months are specific, although somewhat similar to wild type mice aged 8-10 months, and are evidently due to Alzheimer's disease. The inversion of norepinephrine inotropic effect (from positive to negative) may be explained by switching the intracellular cascade pathway of β 2 -adrenergic receptors effects to another type of G-protein.
Conclusion. The results indicate that peripheral adrenergic mechanisms of myocardial contractility regulation are impaired in studied transgenic mice model of Alzheimer's disease. Obtained data widen our understanding of Alzheimer's disease pathogenesis, as well as our conception of relations between cardiovascular diseases and neurodegeneration.
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Примечание редакции. В русскоязычной литературе устоялось написание «Альцгеймер», однако речь о немецком враче Альцхаймере (Aloise Alzheimer, 1864-1915).
Болезнь Альцгеймера
1 (БА) -самое рас-пространённое нейродегенеративное за-болевание и основная причина развития деменции. За последние годы установлено, что существует взаимосвязь между альцгей-меровской неврологической патологией и дисфункцией сердечно-сосудистой системы. Факторы риска развития БА -инсульт, ар-териальная гипертензия, гиперхолестерине-мия, сердечная недостаточность, фибрилля-ция предсердий и др. [5, 6] . Повышенный риск развития атеросклероза в среднем воз-расте приводит к увеличению риска разви-тия БА в старости [18] . Нами было показано, что кардиохирургические вмешательства вызывают синдром, имеющий сходства с БА [14, 15] .
Несмотря на большое количество экс-периментальных данных, механизмы взаимосвязи БА и сердечно-сосудистой патологии неясны. Несомненно, сердечно-сосудистые нарушения, ведущие к гипо-перфузии и гипоксии мозга, способствуют развитию деменции [3, 5, 9, 20] . С другой стороны, одним из проявлений БА как системного заболевания, вероятно, может быть и сердечно-сосудистая дисфункция. Об этом косвенно свидетельствуют клини-ческие данные о повышенной частоте сер-дечно-сосудистых нарушений у пациентов с деменцией [7, 10, 16, 17, 19, 21, 22] , однако прямых экспериментальных доказательств практически нет.
Нарушения работы сердца при БА могут быть связаны как непосредственно с пато-физиологическими изменениями в сердце, так и с нарушением экстракардиальных регуляторных механизмов. Есть много кли-нических данных о нарушении автономной регуляции сердечно-сосудистых функций при БА [4, 8, 24] , однако патогенез данных нарушений непонятен. Помимо централь-ных механизмов, обусловленных дегенера-тивными изменениями высших центров автономной нервной системы [24] , вероятны клеточно-молекулярные и рецепторные на-рушения в самом миокарде.
Настоящая работа направлена на изуче-ние возможных нарушений сократимости и рецепторных механизмов адренергической регуляции инотропной функции миокарда в модели БА на трансгенных мышах.
Эксперименты проводили на полос-ках миокарда предсердий и желудочков мышей. В качестве модели БА исполь-зованы трансгенные мыши генотипа B6C3-Tg(APP695)85Dbo
Tg(PSENI)85Dbo, экспрессирующие химерный мышиный/че-ловеческий белок, предшественник амилои-да и мутантный человеческий пресенелин-1. Обе мутации связывают с развитием ран-них форм БА. В мозге мышей, начиная с 6-7-месячного возраста, обнаруживают отло-жения β-амилоидного пептида. Линия при-обретена в «The Jackson laboratory» (США) и содержится в питомнике лабораторных жи-вотных «Пущино» (г. Пущино, Московская область).
Для экспериментов использованы три группы мышей: трансгенные мыши с моде-лью БА 8 Регистрацию сократительных ответов миокарда проводили при помощи стан-дартной миографической методики в изометрическом режиме на 4-канальной установке PowerLab/4SP, оборудованной тен-зометрическими датчиками MLT 050/D («AD Instruments», Австралия). Препараты миокарда длиной в несколько миллиметров погружали в экспериментальную ванночку объёмом 20 мл, заполненную стандартным перфузионным раствором для теплокров-ных животных следующего состава (в мМ): NaCl -125; KCl -2,5; CaCl 2 -2; NaH 2 PO 4 -1; MgCl 2 -1; декстроза (глюкоза) -11, NaHCO 3 -25. В процессе эксперимента осу-ществляли аэрацию раствора карбогеном. Сократительные ответы ткани вызывали путём стимуляции супрамаксимальными электрическими импульсами длительнос-тью 5 мс с частотой 6 импульсов в минуту при помощи серебряных электродов. После погружения препарата в ванночку следовал период приработки длительностью 60 мин, в ходе которого мышечным полоскам при-давали оптимальное натяжение.
Регистрацию и анализ сократительных ответов проводили с помощью програм-Экспериментальная медицина Е мы Chart 5.55 («AD Instruments», США). В сократительном ответе анализировали амплитуду, время укорочения и время рас-слабления. Силу сокращения определяли в миллиньютонах, временные параметры со-кращения -в секундах.
Для оценки адренергических механиз-мов регуляции сократимости миокарда применяли норэпинефрин (норадреналин, 10 -4 -10 -6 М), добутамин [10 -5 М, селективный агонист β 1 -адренорецепторов (АР)], феноте-рол (10 -5 М, селективный агонист β 2 -АР), ка-разолол (10 -5 М, селективный агонист β 3 -АР); все вещества фирмы «Sigma-Aldrich» (США). Сведения о биологической активности аго-нистов АР были получены из интернет-ба-зы данных Международного союза фунда-ментальной и клинической фармакологии (www.iuphar-db.org).
Для оценки экспрессии АР проводи-ли иммунофлюоресцентное окрашивание предсердий и правого желудочка мышей. Препараты фиксировали в 2% растворе фор-мальдегида в течение 1 ч. Для идентифика-ции антигена препараты инкубировали с первичными поликлональными кроличьи-ми антителами к β 1 -АР или β 2 -АР (1:200, «Abcam», Великобритания) в течение ночи при 4 °C. Далее промывали в фосфатно-со-левом буфере и затем инкубировали с вто-ричными антителами, конъюгированными с флюоресцентным красителем Alexa 555 (1:100, «Invitrogen», США) в течение 2 ч при комнатной температуре. Для визуализации ядер клеток препара-ты дополнительно окрашивали в течение 10 мин при комнатной температуре раство-ром 4,6-диамидино-2-фенилиндол дигид-рохлорида (DAPI, 1:50000, «Sigma», США). Окрашенные срезы заключали в среду, под-Рис. 1. Влияние агонистов β-адренорецепторов на сократимость миокарда экспериментальных групп мышей. А, Б -влияние разных концентраций норэпинефрина (норадреналина) на амплитуду сократительных ответов мио-карда желудочков (А) и предсердий (Б) мышей; С -влияние различных агонистов β-адренорецепторов на ампли-туду сократительных ответов миокарда желудочков. По оси ординат отложены изменения силы сокращения в % исходных величин в виде средних значений с указанием стандартной ошибки. Белые столбики -мыши дикого типа (3-4М), серые столбики -мыши дикого типа (8-10М), чёрные столбики -APP/PS1 (8-10М) мыши; *р <0,05. держивающую флюоресценцию, изучение и оцифровку изображений проводили при по-мощи конфокального сканирующего микро-скопа LSM 510-Meta («Carl Zeiss», Германия). Для всех иммуногистохимических реакций выполняли отрицательные контроли. Ана-лиз осуществляли в полях зрения размером 41×41 мкм при увеличении ×63. Обработка изображения производилась в программе Adobe Photoshop CS6. Для каждого поля зре-ния вычисляли количество светящихся то-чек (пятен), среднюю площадь точек (мкм 2 ) и общую площадь свечения (мкм 2 ), затем па-раметры усреднялись по 8-10 полям зрения.
Статистическую обработку числовых дан-ных производили при помощи программы Origin 9.0, Все результаты представлены в виде «среднее значение ± стандартная ошибка», в скобках указано количество экспериментов (n). Показатели сравнивали с использованием t-критерия Стьюдента, различия считали ста-тистически значимыми при р <0,05.
В контрольных условиях после приработ-ки у мышей дикого типа (3-4М) сила сокра-щения желудочков составила 0,66±0,12 мН, длительность фаз укорочения и расслабле-ния -0,22±0,02 и 0,33±0,03 с соответствен-но (n=15). У мышей дикого типа (8-10М) и APP/PS1 (8-10M) мышей сила сокращения желудочков оказалась статистически зна-чимо ниже и составила 0,3±0,05 мН (n=12) и 0,39±0,01 мН (n=12) соответственно, тогда как значимых отличий во временных пара-метрах сокращения в сравнении с мышами дикого типа (3-4М) выявлено не было. Сила сокращения предсердий мышей дикого типа (3-4М) составила 0,86±0,1 мН, время укорочения -0,13±0,01 с, время расслабле-ния -0,19±0,02 с (n=15); статистически зна-чимых отличий в сравнении с остальными группами мышей обнаружено не было. Та-ким образом, было выявлено снижение ам-плитуды сократительных ответов желудоч-ков зрелых мышей с моделью БА и дикого типа в сравнении с мышами дикого типа молодого возраста, что, вероятно, обусловле-но возрастными изменениями миокарда.
Аппликация норэпинефрина (норадре-налина, 10 -6 -10 -4 М) вызывала дозозависи-мое увеличение амплитуды сокращений желудочков мышей дикого типа (3-4М) -при концентрации 10 -4 М на 83,3±29% ис-ходной величины (n=8). Примечательно, что у APP/PS1 (8-10M) мышей норэпинеф-рин (норадреналин) в концентрациях 10 -5 и 10 -4 М вызывал отрицательный инотроп-ный эффект, снижая силу сокращения на 15,4±7,3 и 24,3±11,1% исходных значений со-ответственно (n=10). У мышей дикого типа (8-10М) аппликация 10 -5 и 10 -4 М эпинефри-на (адреналина) вызывала положительную и отрицательную инотропную реакцию соот-ветственно (n=8) (рис. 1А).
В отношении предсердий норэпинефрин (норадреналин) вызывал увеличение силы сокращения миокарда у мышей дикого типа (3-4М) в концентрациях 10 -5 -10 -4 М, при этом наибольший эффект наблюдался при концентрации норэпинефрина 10 -5 М: амплитуда сокращений возрастала на 43,4±5,5% исходных значений (n=8). Статис-тически значимых различий в эффектах норадреналина, оказываемых на силу со-кращений предсердий, между разными экспериментальными группами мышей не было (рис. 1Б).
Таким образом, ключевым наблюдением в данной серии экспериментов было выявле-ние различий в реакции миокарда желудоч-ков на аппликацию норэпинефрина (норад-реналина, 10 -5 М): у трансгенных мышей наблюдался, в отличие от мышей дикого типа, отрицательный инотропный эффект.
Применение специфических агонистов различных β-АР показало, что выявленная отрицательная инотропная реакция желу-дочков на норэпинефрин (норадреналин) у APP/PS1 (8-10M) мышей обеспечивается ак-тивацией β 2 -АР: аппликация специфическо-го агониста β 2 -АР фенотерола (10 -5 М) вызы-вала идентичные изменения сократимости миокарда желудочков (n=8). Аппликация β 1 -агониста добутамина вызывала выражен-ный положительный инотропный эффект со стороны желудочков мышей дикого типа (3-4М) (n=9), а β 3 -агонист каразолол не вы-зывал статистически значимых изменений амплитуды сокращений миокарда желудоч-ков во всех группах мышей (n=8) (рис. 1В).
На препаратах предсердий и желудоч-ков всех групп мышей выявлялось иммуно-позитивное флюоресцентное окрашивание антителами к β 1 -АР и β 2 -АР. Иммуноэк-спрессия β 1 -АР в предсердиях практически не различалась между исследованными группами мышей, тогда как в желудочках она была несколько снижена у APP/PS1 (8-10M) мышей в сравнении с остальными группами мышей. Иммуноэкспрессия β 2 -АР в предсердиях была выше у мышей дикого типа (8-10M) в сравнении с двумя другими группами. В миокарде желудочков иммуно-экспрессия β 2 -АР оказалась статистически значимо ниже у APP/PS1 (8-10M) мышей в Е сравнении с остальными эксперименталь-ными группами (табл. 1, рис. 2). Можно констатировать, что главным наблюдением, полученным в данной серии эксперимен-тов, является снижение экспрессии β-АР (главным образом β 2 -АР) в миокарде желу-дочков APP/PS1 (8-10M) мышей в сравне-нии с остальными группами.
Таким образом, мы впервые провели комплексный анализ рецепторных меха-низмов адренергической регуляции сокра-тимости миокарда в генетической модели БА на животных. У APP/PS1(8-10) мышей выявлено не только снижение выраженнос-ти эффекта норэпинефрина (норадренали-на) на инотропную функцию миокарда, но и изменение его направленности: норадре-налин оказывал отрицательный инотроп-ный эффект на миокард желудочков.
Иммунофлюоресцентное исследова-ние показало снижение экспрессии β 1 -АР и особенно β 2 -АР в миокарде желудочков APP/PS1 (8-10M) мышей в сравнении с мы-шами дикого типа. Стоит отметить, что практически все нарушения адренергичес-кой регуляции сократимости касались же-лудочков, но не предсердий.
В целом особенности адренергических ме-ханизмов регуляции сократимости миокарда у APP/PS1 (8-10M) мышей, несмотря на неко-торую схожесть с таковыми у мышей дикого типа (8-10М), являются специ фическими и, очевидно, обусловлены развитием патологии альцгеймеровского типа. Изменение направ-ленности инотропного эффекта норэпинеф-рина (норадреналина) с положительного на отрицательный, вероятно, может объяснять-ся переключением внут риклеточного каскад-ного пути реализации эффектов β 2 -АР с одно-го G-белка на другой.
Полученные результаты свидетельству-ют, что при БА повреждаются не только центральные адренергические структуры [23] , но и периферические адренергические механизмы регуляции физиологических функций. Эти данные хорошо согласуют- ся с полученными нами ранее результата-ми, свидетельствующими о значительном вкладе дисфункции периферических воз-будимых структур в патогенетические ме-ханизмы развития нейродегенеративных заболеваний [1, 2, [11] [12] [13] . Нарушение адре-нергических механизмов регуляции сокра-тимости миокарда, вероятно, может быть одной из причин повышенной частоты сердечно-сосудистых нарушений при демен-ции альцгеймеровского типа. ВЫВОДЫ 1. Результаты работы свидетельствуют о том, что в исследованной генетической модели болезни Альцгеймера на транс-генных мышах происходит нарушение периферичес ких адренергических механиз-мов регуляции сократимости миокарда.
2. Полученные в настоящем исследо-вании результаты расширяют наши пред-ставления о механизмах патогенеза болезни Альцгеймера, а также о взаимосвязи сердеч-но-сосудистой патологии с нейродегенера-цией.
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